Department of Molecular Function, Division of Molecular Biology and Therapeutics by 千葉大学真菌医学研究センター
分子機能研究部門 高分子活性分野
(Departm ent of Molec ular Functio n, Divisio n of Mol色Ct1 &r Biolog ya nd Therapeutic s)
平成11年9月9, 10臥 本学けやき会館に おい て マ イ
コ ト キ シ ン国際シ ン ポジ ウ ム が開催された. 本国隙シ ン
ポ ジウ ム は赤尾番組敵軍風畏として奥歯医学研究セ ン タ -
の教職風と マ イ コ トキ シ ン研究会幹事の 協力の もとに企
i軌 運営され. 文部軌 千柴犬学等の 徒党助成を受けて
行われたが, 海外から16 カ国60魚名の研究者の参加が
あ っ た .
宇野は国際協力寧莱拭(JIC A)の ｢A ID Sに伴う複合感
鞄症対策 へ の技術協力+ の ために出張して い た机 平成
11年6月30日 に帰国した一 口 シ ア科学ア カデ ミ ー 細胞生
物物理研究所の P. A . Grigo riev博士 (COE客展研究風)
は抗奥野剤の作用棉作に つ い て モ デ ル膿を用いた系で の
共同研究を行 っ て , 平成11年5月23日に帰国した. 平成
11年11月1 日 に, ドイ ツ 囲 マ グデ ブ ル グ大学より D.
Sie n e n博士が, CO 丑零度研究且として 来日し. ミ ト コ
ン ドリア に存在するイ オ ン ･ チ ャ ネ ル に つ い て研究を開
始した (平成12年1月末に帰国予定). 宇野は ブラ ジ ル
国の カ ン ビ ー ナ ス 大学およびパ ウリ ス タ総合大学におい
て病腐臭菌 ･ 放線菌の系統保存に関わる適伝子とそ の発
現 に関する研究討議寿よび成果発表の ため, 平成11年の
12月1 E]- 12月15Elまで出張 した . C O E関係で は非常
勤研究旦として田村美東が 5月1 日付けで新たに採用さ
れた.
医学部4年次の 基礎配属と して 1名を受け入れ, 病原
真菌のIT S領域の適伝子の決定に よる真菌の 同定法に つ
い て実習を行 っ た.
研究棟手
本年度の研究活動の概要は次の 通りである.
1 . ア フ ラ ト キ シ ン Bl 誘発 ラ ･y ト肝発癌と そ の 制御 に
関する研究
肝癌細胞株A F B-l に お い て 特異的に発現する m R NA
由来の cD N Aで ある可能性の 高 い650bp DNA をタ ン
パ ク質発現 ベ クタ ー pCI- n e oに組み込み, 得られた組換
え DN Aを肝癌細胞株A FB-1 と正常肝細胞株BI,9 に導
入し, 細胞の性質の変化に つ い て検討を開始した. 今回
札 雄性ラ ッ ト皮下にA F B-1細胞 又は, 組換えI) N A
を埠入した AFB-1細胞を107個移植し, 2 ケ月後に おけ
る願櫛形成率と転移に つ い て検討した. 各群の 動物数は
10例ない し12例で ある. その 結泉 650bp D N Aを呼人
する ことにより皮下嘩摘形成串が50%か ら92%に上昇さ
せ たばかりで なく, 肺 へ の垢移が0%から50%に上昇し
た. 本研究は麻布大学勝川正剛助教授との共同研究であ
る.
2 . 抗奥歯剤に関する研究
1) 病原果菌の同定と薬剤感受性に つ い て の 国際的な共
同研究
ブラ ジ ル, カ ン ビ - ナ ス 大学 へ 来院した HIV陽性患
者の 血亨亀 疾, 臓器, 皮胤 脳幹髄液から東商を分離し,
そ の 帝株の同定を行うと同時に薬剤感受性試験を行なっ
た , それらの韓株につ い て はEIV陰性着から分離した
蘭株と HIV感染者から分離された南棟との 比校を行 っ
た.
2) 新しい抗真菌剤の開発に閲する研究
聴衆応用を目的としたア ゾ - ル系の新抗異常割に つ い
て, M DR の耐性遺伝子を持つ C. alb 由a n sを用 い た活
性評価を型薬会社との共同研究で進めた.
ま た, ア ゾ - ル 系以外の抗兵曹剤a)開発研究も襲薬会
社との共同研究として進め られ, 新た に幾 つ か の化合物
が得られ た. 得られた化合物に つ い て は わ vltro およ
び わ uit)o で の活性評価を行 っ た .
3
. 抗結核剤リ フ ァ ン ピ シ ン に対する病原性放線菌の 耐
性機構に関する研究
病原性放線菌の ) フ ァ ン ピ シ ン に対する耐性機構は,
これま で21位の水酸基の リ ン酸化や23位の水酸基の グル
コ シ ル化である ことを明らか に して重たが, Myc obacte-
血 Tn STnegmatis によるリ フ ァ ン ピ シ ン の耐性は, 23位
の水憩基の A D P- 1) ボシ ル 化 である ことを遭伝子の解析
結果から証明した. 抗生物質の 不宿化が , A D P- リ ボ シ
ル化 で起る ことが確認された の は始め て の例 で ある. ま
た, そ の 酵素は m on o(A DP- ribo syl)tran5fer a白e の グ
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ル ー プ に属する･ことも明らかに した. こ れら の 研究は,
主 に大学院自然科学研究科の今井玉枝等に よらて行われ
たが., 当研究分野で の そ の他の 3年間の研究成果をもと
に して, 今井 は学位翰文を提出した.
4
. 病原性微生物の三次代謝産物に関する研究
今年度は新た に マ ク ロ ライ ド系の抗美園性物質br a Bi-
1in oli°e B およびテ ル ペ ン 系 の 抗細菌物質 n o car Bin
(3化合樹)早, ア ン ス ラヰノ ン系の新物質を発見 して報
告した. また前年度の報告したテ ル ペ ン 系 の免疫抑制物
質で ある.br asilica rdin A につ い て は, 生合成研究を行
い
, そ の生合成経路が非メ･バ ロ ン 硬経路で ある ことを証
明した . 放線菌Noca rd ぬで の テ ル ペ ン 系化合物の 生合
成経路を明らかに した の は, 本報告が初めて である.
5. 真菌の 分類お よぴ分子疫学的研究 .
C. neofo r Tna TW の R A Pl)バ ン ドパ タ ー ン に 基づ い て,
8 erOtype AおよびB につ い て は, そ れぞ れ に つ い て の
特異的なP C Rで の鑑別用の プ ライ マ ー を作製し て報告
した. a. n e oforTn a n8 の･$8 r Oty Pe B につ い て , R A P D-
PCR で の D N Aの バ ン ド パ タ ー ン を解析 して , そ の パ
タ ー ン が地域特異的である ことを明らか に し, そ の バ ン
ド パ タ 丁 ン からC. nco/or m a n sの s e roty p8 B 株はa グ
ル ー プ に別れる ことを報告した. ま た, 3グル - プ の 菌
殊に つ い て漣伝子解析を進めた結果 それぞれ の菌株の
IT S領域の 塩基配列が地域に特異的であり, また RAPD
パ タ ー ン と相国牲があるこ とも見い出した.
本邦の臨床分離の C. albicans の geII Oty P8 を解析した
結見 こ
■
れまで報告の な い新しいタイ プが存在するこ と
が明らか になり, そ の連伝子の解析から, 新しい gen oty pe
を示す菌殊に特異的な速伝子配列を見い出した .
6. イ オ ン チ ャネ ル に 関する研究
先 に分子構造を決定 した A T P感受性 K十.チ ャ ネ ル
(K▲TP Cha nnel) をC O S細胞に強制発現させ, G 蛋白に
よる チ ャ ネ ル帝位の調節をパ ッ チ ク ラ ン プ法等 に より研
究した . ま た, RA VPChann el とよく似た構造 の 分子が,
細胞内小串官である ミ ト コ
.
ン ドリ ア に発現 して い る こ と
を主に免疫組織化学的手法を用い て報告 し, こ の 分子が
ミ ト コ ン ド リ ア の KATP Cha n nelの 一 部を構成 して い る
可能性を示した. さ ら に , カ エ ル 卵 の発現系や晴乳類の
C O S細胞の発現系な どを用い て , EATP Cha n nel がサイ
クリ ッ ク A M P依存性蛋白リ ン硬化酵素 (P E.A) によ っ
て リ ン 酸化され, チ ャ ネ ル の活性が上昇する ことを示 し
た
. ま た糖尿病薬ト ロ グ リタ ゾ ン(Troglita zo n e)が, 勝
臓型の E▲T, Cha nnelの 括性を抑制する ことを示 した.
原著翰文
1) Fukai T, Kur oda ∫, No mllr8 T, Un oJ, A kao
M :Skeletal 8tru Ctu re Of neoc opia mycin B fro m
StT･ePtOTnyCe ShygTO S C OPic usva r. cTTStallogeTW S.
J Antibiot 52:.340-344, 1999.
2) M ika mi Y, Ya 祖 W aa, Ne m oto A, Korn aki ”,
Ta naka Y, Gr aefe U:Pr oductio n oferythro mycin
E by pathoge nic Noc a rdia bT
･a Suie n8is. I Antibiot
52:201二202, 1999,
Erythr omycin E iB distingtlishable fro m all
the otherkn o wn m 乱CrOlide a ntibiotics a nd other
micr obi8l m etabolite8 by the pre s e n c ◎ of a n
ortho-c arbo xylic acideater StruCtlユre. The occ ur･
re nce of the a ntibiotic ha s n e verbee n r8pOrted
for non･idiotrophic producer Str ains of m 8.C r O1
1ides. In this paperw e report tlle dis c o very a nd
i801ation of erythro mycin E fr o m the c ultllr e
br oth of No ca rdia brasilien sisIF M 0466 isolated
fro m a patient of no c a rdio8is.
3)flar adふK, Tomita a, Flljii a, Sato N, Uchida
H, Ya 姐 W aK, M i knmi Y:In activ ation of f118idic
acid by pathogenic No c a T
･dia . ∫ Antibiot52:
835-339, 1999.
Fusidic a cid(F A), belonging to a grollp Of
tetr acyclic trite rpen oic acids, w as ina ctivated
by a No ca T･dia'bra suien sis to givethreepr odu cts
designated a:a F A IP
-1･ 舶 nd -3, tw o of which
(F AIP-1 and12) w e re su c c e s sfully is olated by
repe ated chrom atogr aphy. T hese Btru Ctur e8
in clllding their abs oltlte Chemistry w e re mainly
determined by N M Rspe ctros c op yusing V 8riotlS
two -dim e ntio n al techniqu es. F AIP-1 w a sderiv ed
fr om F A by the loss of an ac etyl grotlP and
the Bllb8eque nt form ation of a la cto n e ring
betw een C-16and C･21and F AIP12w asform ed
by the oxidatio n of FAIPl at C･7.
4) Shige mori H, Ko maki H, Yazaw a A, Mikami
Y, Ne m oto A, Tan ah Y, KobayaBhi I:
Bio synthe8i8 0f diterpen oide m oiety of br asi-
1ic ardin A via n o n- m evalon ate pathw ay in
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No ca トdla bra8uicnsis. Tetrahedro nLett40:4353･
4354, 1999.
The diterpe n oid m oi8ty Of br asilic ardin A,
i畠Olated fro mthe actin ornycete No c ardia bT
･
a Si･
lle nsisIF M 0406, w as sho w nto b白bio synthesiヱed
frornD- glu co s8Via the no n- m e v 81o n atepathw ay.
5) M ika mi Y, Yaza w aK, Ta n aka Y. Ritza u” ,
Gr aefe U :Ⅰ8 018tio n a nd 白trtlCttlre Of n oc ardio･
lacto11O, a･ ne w dialkyl･ s ubBtituted β ･1acto ne
fr o m pathoge nic Noc ardia 8train乱 N8tur al
Pr oduct LBtter81a:227･284, 1999.
Patho卵nic Noc ardia Btr ain畠 8u Ch asN. bT
･a 8i･
lien sts w ㊤refotlnd to prodtlCQ n OC &rdio18CtO ne
a,8 adi&lkyl･畠tlbBtit1加 dβ･1acto ne▲ The chemic al
c on8titution a nd re18tive 8t¢reOChemi8try W ㊤re
Bettled by M Sa nd N M Rm e asure ment8.
6) 小島正裕, 山EB秀彦; 中村 哲,･菊池 樹, 中西
猛, 高橋靖堆, 望月英典, 三上 建 : フ ル コ ナゾ -
ル 耐性CTandlda albic a n sに 対するD O870 の抗兵衛
特性. 其菌誌 40:209-215, 1999.
臨床的に フ ル コ ナ ゾ - ル に 耐性化した 伽 dida
albic a n8 株に対する DO870の 抗臭薗 清性 をin
vitroおよびin uiu oに お い て他剤と比較検討した.
ミク ロ液体希釈簸で測定した D O870の M IC値 (≦
0.004-1-0 FLg/ml) は フ ル コ ナ ゾ ー ル(2.0･ > 64
FLg/ml) およびイ ト ラ コ ナ ゾ - ル(0.031- > 8.0
〟g/ 皿1) に比較して低値を示し, 検討 した他の ア
ゾ - ル 剤と比較して 同等以上の 抗真菌活性を示した.
マ ウ ス全身感染モ デ ル の検討 で は, DO870の .3-30
喝 /kE/day の 5 日間投与に より マ ウ ス の生存日数
延長作用が詠め られ, そ の I m60値 は検討 した他の
ア ゾ ー ル 剤 の中で最も優れて い た. サ ブ ロ ー デ キ ス
ト ロ - ス プ ロ ス申 で 検討した DO870の C, alblca ns
増殖抑制作用は, 8株中1株の中等度耐性菌株に お
い て殺顔的であり, こ の薗殊に対す るin t)iv o殺真
菌作用を腎内生菌数を持株として検討 したと こ ろ,
D O 870 10血g/kg/day の 5日間投与 に より10例中
5例で 腎内生菌数が検出限界以下となり, 投与開始
時に比較 して有意な b <0. 05) 腎内生菌数の減少
(2850±406-す997±537 CF U/ gkidTley) が認め ら
れた. long/kg単回経 口投与後の マ ウ ス 血衆中濃
鹿は, in I)luo で の抗真菌癌性を説明づ けるの に 十
分な濃度で維持して い た . 以上の革から臨蘇的にフ
ル コ ナ ゾ - ル に耐性化 した菌株に対する D O870の
優れ た抗真南宿性が明らかとなり, また 一 部の南棟
に おい て は, そ の儀れた抗尭菌特性に殺菌作用が関
与する ことが示唆された.-
7) Tsuda M , Shimbo K, Kubota T, M ikami Y.
Kobayashi J:Tw otheo n ellapeptolide c ongerL er卓
fr o m m &rin e 与PO nge Theo nella 8p. Tetr ahedo n
55: 10805-10314. 1999.
Tw o ne w the o nellpeptolide-r elated cyclic
dep8ipeptideB(1a nd 2)ha v8bee nis olated fro m
且n Okin a w a n m arine さpO nge Theo nella sp. a nd
the 8tr uCtureB W ere elu cidated the b&畠i畠 Of the
2 D N M R data.P S Da n aly8is of M A L DIT O F M A S,
&Tld chemic al m e a ns. Compo u nd 1w 8且 a th匂Onel-
1ap 叩tOlide c onge nerpoBBea Bizlg a m etllyls ul-
finyla cetyl gro up at the N･te rmintlS, Whi182
w a 8 an other theonelhpetolid8 COn卵 nerl18 Ving
& n acotylgr ollp at the N-t8 rmin tlB. Co mpo u nd8
1a nd皇8 Ehibit8d aTltimicr obial activity.
8) 別所鯨子, 都班員哉, 山岸尊也, 赤木好男, 三上
尭 :真簡性角膜渡轟. 日本 の 眼科 70:1149･1152,
1999.
9) Sa n oA, Tarlaka 氏, Yokoya m a氏, Fr a nc o”,
Bagagli E, Monte n曙 rO MR, M ikami Y, Miyaji
M, Ni8him ur aIく:Co mparis o nbetw een htl m a rl
a nd ar m adillo PaT･a C O C Cidio dcs brasiliensi8
is olates by ra ndo m a mplified polym orphic D N A
an alysiB. Myc opathologia143:165-169, 1999.
10)Im ai T, W atan8.b8 E, Mika mi Y, Yaz a wa E,
Ando A, Nagata N, M orisaki N, fhshim oto Y,
Ft1ri hata E, DabbB E R:Identific ation aTld
char acterizatio n of a n e winter m ediate in the
ri bosylativeilla Ctivation pathw ay of ri fa mpin
by Myc obacteriu m sm egTnatls. M icrobial Drug
Resist&n ce, 5:2591264, 1999.
MycobacteTiu m s m egm atis D S M 43756in acti-
vates rifa mpin by ribosylatio n. To stlユd.y this
pr ocessof rifa mpin , al lpos sible in且Ctiv ated
fD r m S Of the a ntibiotic w ere extracted a nd
ptl rified. Stm ctu ral st,udies show ed that the
prese n c e of a new in a ctivatedpr odllCt. design ated
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R 坪-T AP (23-phosph 血ib9Syl-rifa mpiT1). Fo r ma-
tion ･ofI23-(0-ADP'ribosyl)rifa mpin(RIP-T As)
i8 the fir8t 畠tep follo w ed-by re 血 o v
■
al of A MP
to glVerise to .the ne wly ide ntified c o mpolnd,
La8tly, depho8phorylation leads tO for m ation
of 23-ribosyl- rifa mpin(RIP- M b). Feeding exper-
im 8nt8 with the A D Pl ri bosyla.ted antibiotic
obtain ed frozn the cell ho m ogenates of a n
EscheT･ichia coli str ain car rying the cloned
M ･ sm egm atis gene c o nfir med･ this rifa mpin
･in aetivatio n pr oc e 8 S.
ll).
Ko makill, Tan aka Y, Ya z a w aK, Takagi H,
Ando A
,.Nagata Y, M ikami Y.･ Antitu mo r
activity of brasilic 8rdin A, 且 n O V el te rpen oid
anti】)iotic from No c a T･dia bT･aSiliensis. J. Anti_
biot
, in pr e BS .
During our co ntinulng 昌e a rCh for bio act,ive
ln etabolit8 S fr o m pathogenic mic r o rganiB mS,
w eis olated a l]d repo rted a noveltricyclic diter-
pen oida ntibiotic, br 且Silicardin A fr om astrain
･of Nocardぬ brasilLeTZSis, In addit o n to the
potent im m u no 8 uppreSSiv色 a Ctivity Qf br a8ili-
c ardin A in a m o u s emiⅩed.1ympho cyte re a ction
(ML R)aB Say 町Stem ,-Ou r r e c e ntSttldiesindic ated
that
l
th8 antibiotic show s a n
◆
inte r e sting
antittlm O r SPeCtru m. In this paper, W e repo rt
itB in uitro and in ulz)o antitu mo r 且Ctivity,
･ a nd the resistan ce r eセer81ng a ctivity of the
aTltil)iotic 喝 airl St m lltidnlg
･
r e si8tarlC ei8 alB O
di8C u 8白ed.
12) M ikami Y
,
Ro m 且ki H
,
lmai T, Ya 祖 W a E,
. Ne m oto A, Tanaka Y, Gr aef占 u;A ne w a nti-
ftlng&1 T na C r Olide com po n e nt, bra silin olide B,
prod11Ced by No ca rdia bT
･
aSiliensis. J. Antibiot,
in pr e8 S.
Our c o ntin uing 8tlldies o n biologic ally active
com po u nds fr om pathogenic micro o rga nism s
Sho w ed that Noc a rdla bT･a Silien sis IF M O466
prodtlC eB a ne w aJltifungal br asilinolide-group
antibiotic, bra 8ilin olide B, c o ntain l ng the
struct11 rally.untl m alalkyl
- 8tlb昌tituted m alon e ster
8ide ch ain m oiety. Tlis pape r describes the
fer m e ntation, isolatio n a ndstru ctur e elucidatior1
of a n e w m 8.C r Olide bra.Silin olide B.
13)Kuw abara M , Onituka T, Naka m ur aK, Shim ada
M , O htaki S, M ika mi Y: Mediastiniti8 dueto
Go rdo n asputi after C A B B･ I Cardio v a 8CSurg
40:675-677, 1999.
14)Ya ng H C, M i knr ni Y, Im ai T. Taguchi H. Ni8hi-
m u r aR, M iyaji M, Br a nchiniiM L M:Extru sio n
of flu oreB Cein diacetate by m tltidrug-r e si8t& nt
C b dida alblc an s. Myc oses, in preB8.
Overe =presBio n of m11tidrugeffl11Ⅹtr&n8pO rterS
m akes Ca ndida albicans cels to be r e8i ta nt
to &z ole a ntif11ngal agent白 . T he re a r e 8 e V e r al
kind畠 Of indic ator for m ultidrug･r 舶i8ta n Ce
(M D R)phen oty pe of high etlkakyOtic cells.
C alcein A M is a prefl山〕ro chr o m ethati8 kn o w n
･as a Bllb8tr atefor m ultidr ug effln xtr a n8POrterS
of m a mm181ia n cell畠･ We ha ve in vestigated
whether c alcein A M w &畠 also e xtr uded by A T P-
depe ndent 皿11tidr喝 tr a nBPOrt8r(cdrlp)of a.
albicaTW ･ Ther ew as n O81gnlfic a nt differen c 8in
the acc u mulatio n of calcein A M betw ee nM DR
cells a nd drug-s u s c ep七ib18 Cell白 Of a, albic a ns
even with s odill m aEide, stlg ge畠ting tht c aleBin
A M m ay not be ass o ciated withthe CDR l-ge ne
r elated m tltidurg efflu x ByBt8m Of a. albic a ns.
Ho w 8V e r, a StnlCtur ally related prefln or odlO n e
derivativ8, fltIOr eS C ein diacetate(F D A), w a s
ghow n to be e xtruded by the CD R ]m R N A1
over 8 Ⅹ re 8 Bing yeast cels. Com paring with dr ug-
畠u S CePtible cell, the re由 ta･nt cells emitted very
w e ak fl11 0 re 8 Ce nC e When Stained with FDA.
Ftlrthe rm or es odiu m azidein c re a s ed flu oresc 8 nC e
of the r 8SiBtant C ells m ore tha Tltw e nty tim e s,
while the flu oresce n ein the drug- m s c eptible
cells with F D Aa nd BOdiu 皿 a Zide w a 白threeto
fo ur tim es str oz.ger. These re8tlt8 S ug gested
tht F D Amightbe 8 Xtm ded bytheC DRl- related
mlltidrug effhlXtr anspo rter Of C. albic a ns.
15) Tsuda M , Ne moto A, Ko maki H, Tan aka Y,
Yazaw a K, M ika mi Y, Kobaya8hi J: Noc a raAnB
A-C and br 且8iliquino n eD, n e w m etabolite sfr o m
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actin ornycete Noc ardia bT
･a Silien si . a Nat
Pr oducts. 62:1640･1642, 1999.
Fou r ne w metabolite昌, n O C a r a Sins A r c a nd
br asiliquin one D. ha v ebee n is olated fro m the
actin o mycete Noc ardla brasuie n sis IF M0667,
and the structu res W o r e elu cidated o nthe baBi$
of 8p8Ctr O白C OplC data and che mic al m e 8 n8.
Noc ar a8in BA - C a nd br a8iliquin o neD exhibited
cytcltO Xicity and a ntib&cterial activity.
16) Sanchez J A, Go n oi T, 1nagakiN, Kat&da T,
Seino S: M odulatio n of rec on 8titutQd A TPI
s e nsitiv e K＋ ch8.n nelB by G Y P-binding pr oteins
iTl a m a m m alia n cell line. J P hyBiol(Lo nd)
507:815･324, 1998.
T he actio n of G Y P-binding pr otein畠 O nA T P-
8 8 n 畠itive pota8Sitlrn(KA ℡ )ch8.n n el色 W 88in vQ8-
tigated. K▲T PCha n n els w er e e xpreB紳d in a m a m-
m alian cell line(COSIc8118)by c otr a n白fecting
ve ctors c arrying the s ulpllO nyltlre a reCeptOr
(S U Rl) a nd BIR(Kir6.2), & m ernber of the
in w & rd rectifier K' cha n nel fami ly. G protein 占
w ere als otested o n KA TPCl18 n nel8 C OTnPO8ed of
a nia ofor m of S U R l
, SU R2A, in co mbin ation
with Xir6.2. The alpha a nd betaga m m a汎bu nit8
of the GYP binding protein Gi w ere te8ted
s8p8,rately l ninside- outpatchesllnde rco ntinllO u S
recording. G a -il increa.Be 8the a ctivity of S U R
l- Kir6.2 and S U R2 A･Kir6.2 chan Tle18 by 200and
by30%, r e畠peCtively, G a -i2 doesnot in crea se
the activity of StJRl-I(ir6.2 cl旭nn els, but incre
ase the activity of S U R2 AI Kir6.2chan nelB by
30% . Co ntrol e xperim e nts sho w ed that G Y P
ga m m aS, a 畠peCific a ctiv ator of Gprotein s,
a nd he at-in activated Ga -il do n ot in c re a se the
sl ngle cb8.n n elactivity. No effects 0f the other
s ubu nits(β †)fro m either Gilor Giョ o n the
single chan nel activity w ere obs er v ed. T heprotein
kin 8.S8 C inhibitor白 H7and an inhibitory peptide
(F A R K G A L RQIくN V)had no effect o n the
m odulatory action of Ga -il o n S U R l- Kir6.2
ch nnels , W e conclude thatboth ty pes of rec on -
stituted K▲TP Chan n els are m od11 ated by G
proteins.
17)SllZ uki M, Kotake
Suztlki T, Gol1 0i T,
a possible subunit
in mitocbondria .
693-697, 1998.
K
, Fujiknr aK■, In agaki N,
Seino S, T8k&ta E: Kir6.1:
of A T P･s en8itive K' cha n nels
Biochem Biophy白 Re白 241:
W e ha v ein vestigated the 昌ubcellt18. rloc ali弧 ･
Lio n of the in w ardly rectifying K
十
chan ne1
8ubu nit Kir6.1(uKA 'P-1). tm ntLnOblot a n alysis
of the mitocho ndrial fr8.Ctio n白prePar8d fr o m
r at 8k81etal m uscle a ndliv erdetected a 与ingle
ba nd of Kir6.1 it51 k Da, theinterlSity of which
w aB 8tr O nger tha n that fou nd in the total
ho m ogen ate of ea ch tisさtle . By im m 11n Ofluor8 S･
c e nce Staining, the labelling for Kir6.1 w a 8
obs 8r Ved 8日 & di8per鯛d a ray Of fine dots
thr o ugI10tlt allthe ti8Btl 飴 ◎Ⅹa mined in the rat.
including 8kelet&1 m l18de, c a rdiac m uscle, liv er,
a nd pa n crQaB . Electron - micr oscopic ex amin atio n
reve aled that
w asdlle tO a
mito ¢ho ndria .
pa rticles were
the Pu nCtate 8t8ining di8tri btltio n
Bp8 Cific 18b811ing of Iくir6.1 irkthe
lm rn uno -po8itive c olloid&l gold
8C attered ove rtl18 mitocho ndri&,
s11g ge Sting that Eire.1w aslo cated o n the in n er
m e mbr ane. Altho ugh goldparticlc8 W ere not
observ ed at plasm a m e mbr a ne, a47k D& pr otein
w a s detected in the i畠Olated pla畠m a m em bra n e
veBicle8by in rnt m oblot a naly由 againstIくir6.1,
The8er e sults s11g ge8t that Iくir6.1 might be a
8tlbll nit of the A TP-8 en Sitive K' chanllel in the
mito cho ndrio n, a s w ella8 in the plas ma m em -
bT a n¢.
18) M iki T, Nags.8hlma A, Tashir o F, Rotake K,
Yo8hito mi Ⅰも Ta m a m ot A, Go noi T, Iw 8.R aga
T, M iyazaki J, Sein oS: Defective insulin secre-
tion andenhan ced instl in a ctio nin KA･rP Chan n el-
deficie nt mic e. Proc Natl Ac ad S°i(U SA) 95:
10402･10406
,
1998.
ATP-s ensitiv e K' (KATP) channels regulate
m any c ellula rfnrlCtio n Bby linking cell rnetabo -
1i8m tO m e mbr a ne potential. W e hav e ge ne r ated
K▲ rp p channel-deficient miceby ge n etic dis r uptioTl
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of Kir6.2, which form 8 the K'io n-sel㊤ctive po re
of the
■
chan n el. The ho m oBygO uS mice(･Kir6.2
(- /-))lack KATPCha.n n el activity. Althotlgh the
r e8ting m em bran 8 potential and ba8 al intr ac-
ellular. calciu m col Centratio ns ( [Ca 汁 ]1) of
pan cr e atic beta cells in I(ir6.2(- /-)are signifi-
c an七1y higher than those in c o ntrol mic e(E.ir6.
2(＋/＋)). n either gh coBe athighc o血ce ntration8
nor the sulfonylure atolblltami de elicitB･且 ris e
in[CaB']., and no signific a nt ins ulin secretion
in re 8pO n8etO either gl11CO 旦e OrtOlbut amidei昏
fou nd in I(ir6.2(- {), a s a ss e s8 ed by perif118ion
and batch inctlbation ofpaJICr e aticislets . D郎 pite
the defect in gluc o 馳-induced ins ulim 白eCretion,
Kir6.2(- / -)8how o nly mi 1d im pair n ezlt in
gluc oBetole rance. The glu co se-lowerltlg effect
of in 8tlin, a 畠 a 8 B eS S ed by an in mlin toleran ce
･teBt, is incr eased signific antly in 王(ire.2(- / -),
whi血 c ould prote ct Kir6･2(- /I)from de v eloping
hy pe rglycBmia, Ollrdata indic ate that the K▲,,
chaTln el in p an c r e atic beta cellsiB akey regulator
of もoth gltlC O8 e- a nd 8t1 fo nyl11re a-indu ced ins11in
且eC retio n and Btlg geSt alsot hat･t he K^T , Cha n n el
in skeletal m uscle might be in volv ed in in sulin
actio n.
19) Ka w aki J, Naga畠him a E, TaTlaka I, M iki T,
M iyazaki ”, Gon oi T, Nakajim a N, Iw8 n aga
T, Ya n oH, Sein o S: Unre8pO n Sivenes 且 tO glil)e-
nda mi de dllring chr onic tre atm ent indu c ed by
redu ction of AT P18 en 8itiすe K' chan nel activity.
Di8加 te848:2001-20 6, 1999.
T he in8 ulitl reSpO_nSetO the 8ulfo nyltlrea glibe
-
n clami de was m a rkedly im pair ed in pa ncre atic
■ b白ta -C ell line MIN6ce118 with chr o nic glibencla-
mide■tre&tm ent(M IN 6-Glib). The intrac ell11ar
calciu m c oncentration in c rea昌8d only Slightlyin
respo n BetO glib8 n Cla mide in M IN 6- Glib. W hile
the properties of the voltage-depende nt calciu m
chaJln els w ere not alter 8d, I,he c o nductan c e of
the KA ℡ Cha rlnels, the prl m a ry target Of glibe-
n cla mi de
,
w as signific a ntly r educed in M IN61
Glib･ The K▲' p cha nn els in M IN 6cells com prise
inw ardly rectifying X' cha n n 81 m ㊤mber Kir6.2
8ubunits a nd 8 ulforlyhlrea r e C叩tOr(S U R) 1
Bubtmit8. M IN6cell8 h8 V由both high- a nd lo w･
affin ty binding 8it8S for glibencla mi de. T he
bindiTlg affin ties at thesetw o Sites W er8 u n-
changed, btlt the m a xim u m binding c apa cit,i¢s
at both sites Were Simila.Flyin cre& 8ed by chr o nic
glibe nclami de tre atm e nt. Both S U RIA nd Kir
6.2 m RN Aleve18 W 8r8 n Ot alter8d, but SURl
pr otein w a8rathet
. incre ased in M IN 6- Glib. In
addit o n, 818Ctr Onmicr o良COpic e x amin atio n rB V e･
aled a m a]o rity of th8 S U Rlto be pr8Be ntin a
cl11Bter Tle 8 rthe plas m a m e mbr a nein c o ntr ol
M IN 6, while it tends tO b8 distributed in I.he
cytopla8 m in M IN6-Glib. T hese data stlg ge8t
th8.七 chr onic glibenc18 mi de treatme nt C at18e8the
defect in a cute glib8 nCl乱mi de･indtlCed in8tllin
8eCr etio nby■redu cing the ntl mber offtlnCtio n al
K▲'p ch8 n nel卓 O n the plas ma. m embr a n8 0f the
beta -c ells .
20)Begtlin P, Nagashim a K, N ishim tlra ” , Go n oi
T, Seino S:.P E A- mediated pho 8phorylation of
the hum an K▲TP Cha n nel: separa,te r ol母s Of KIT
6･2 and S U Rlstbu nit phosphorylatio n. E M BO
J 18:4722+4732
, 199.
A T P-s e n sitivepot･a8Siu m (E▲TP) cha nn 81B play
impo rta nt rolesin m a ny celltlar flln Ction$ 811 Ch
a Bhorm one･8色Cretio n a nd ex citability of m u8Cles
a nd n eu ro n8. C1888ic al E. ATE Ch8nn Bl畠 are heter_
o m ultim eric me mbra ne proteinB CO mpriBing the
pore
-fo rming Kir6128ubtmitβ a ndthe8 Ulfo nylur e a
r e c eptor 8 ublmits(S U RIorB U RR). The m ole ctllar
m e ch amism by which ho r mo n e8 and neu rotra n 良一
mitter s m odtlate E▲TP Chann els via protein
kinase A(P E A)i8pOO rly u ndersto od. We m tltated
the P EA c o n包e n 8 uS 8 eqlle nC e 8 0f the hu m a n
S U R land Kir6･2811bu nitB and te 8ted their phoB-
phory18tio n c apacitiesin Xen opll$ 0 0Cyt8 hom o -
ge nat88 a nd in inta ct c ells . W e ide ntified the
畠ite s r e sponsible for P KA phosphorylation in
the C-te r min llS Of Eir6.2 (S372) and S U Rl
(S1571). Kir6.2 can be phosphorylated at its
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P K Aphosphory18tio n site irk irltaCt Cells arter
G-pr otein (G白)･COuplL･d r e【叩 tO r O rdirect P K A
stim ulat,ion .
6.2 incr(､a se且
W hile the ph()spho rylation of Kir
chan nel activity, th8 phosphoryla-
Lio n or SURl
pr op8rti8 S by
blユr畠t intor v 且1
increasing the
c ontribllteS I.O the ba 呂al chan n el
dL3C r e aSing burst dq r ation, intLLr-
a nd op㊤n probability, a nd als o
n u mber of rq n ctio n al cha n nel.q
at the c elユB urface. M or e o v er. the effc!ct of PKA
could b8 rrli micked by introducing negative
chargosin the P K Apho 8Phorylatio n 8ites･ T he昌e
data de mon str ate direct phoBphorylatio n by
p K Aof th8 K^TPCha n n¢1, a nd m ay 8 Xpl且in the
m 母Cha n血 n by which GB- C O upl8d r8C叩tOr8
stim ulate chan nel activity. Impo rt&ntly, they
als odesc ribe 8 TrlOd81 of heter o m 11 timeric io n
cha n nel8 in whichthpre a refu nctio n ally distin ct
r oleB Of the pho sphorylatio n of the differe nt
畠11bu nits .
21) Su n aga Y, ln agakiN. Go n oi T, Ya7r18d Y,
lshida H, Sein o Y, Sein o ら:Troglita zo ne btlt
n ot poiglitaz o nらaffe cts A T P
-s 8 n BitiveK＋cha nnel
activity. 伽 r J P har m ac o1 381:71-761 1999･
we c ornpared the effects Of the tw o thia zo
･
1idinedione derivatives, troglitaz one a nd piogli
-
ta z o n 8, O n A T P-s e n sitiv e K
十 (KA ℡) chan nel
activities. P8,n Cre atic beta.- c ellty pe a nd cardiac
ty pe K^r,,chan nels W e r ere c onstituted in C O S
-1
cells(S V 40･tr a nsform ed A frica n gre e n m onkey
kidn ey(AGM Iく)cells)by heterologol Sly expre 8 S
-
ing 畠ulfonylur e a r eceptor1 (S U Rl)plus Kir6･2
and s ulfo nylnre a r ec epto r2 A(SU R 2 A)plus Kir
6.2
,
r酪peCtively･ Troglitaz o ne i.lhibited[
粥 Rb']
effln xin both KAY,Chan nelty pesin the prese n ce
of m etabolic inhibitors, w hich w as co nfirmed
by ele ctr ophysiologic al technique s･ T he[
肪 R b']
efflux inc r e as edby the chan nel ope ner sdiaz D Xide
a nd pin acidilw as abolished by troglitazo n e･ In
c o ntr8 St, pioglitazo n e did n ot affe ct these
chan n el activities･in either t,y pe of KA TPChan n elsI
T hese r e sults Btlg ge8t that troglitazone m odllates
the v ario usCellular ftlnCtio nsinchlding ins ulin
s ecr etio nby inhibiting the K^TP Cha nne18, While
pioglitazone ha占 n O effect o n K▲TP Cha n nel
activity.
著音. 細観, 解脱
1) _l:. 艶. 令)I
:玉枝, 矢沢勝酒, 五 ノ #･ 透, 長谷
川修l司: タ イ梢 で分離された CTT PtO CO C CLLS nc o/o T･･
m a ns 株 の ser oty pe A に 栂鄭吋な同定用の 新しい
pc Rprim er の作艶 ｢ 轟頗と/.トi体防御+, f=l本
1
7 ク
セ ル シ ュ プ 1) ン ガ ー f川嵐 由良 p.45 J O, 1999.
2) ■'
-
..ーヒ 艶 福崎蛾太郎:新規抗銀歯剤探索研究. 千
瀬大学 射司研究推進セ ン タ ー q'
･
-
･ 報 4:125･131,
1999.
学会発表 (国際学会)
1) N喝aBhim ai. Begu n P, Nishirntlr aM , Go n oi
T
,
Sein e ら:P E Am odulate hu m a npancr姐tic
β- c ell RAT, Cha n nel a ctivity and pr operties･
T he 59th Annt1&1 Moeting ofAmerica nDi8boteB
A88 0Ci8tiol1. A 245, 1078, 199.
学会発表 (国内学会)
シ ン ポ ジウ ム
1) 三上 顛 :臨沫分離放線菌における マ ク ロ ラ イ ド耐
性機構 ｢マ ク ロ ライ ドの 新作用と耐性+. 第28回薬
剤耐性シ ン ポジ ウ ム 榔 東銀p,34･37, 群鳳 1999.
一 般演題
1) 犀川正剛, 荻慮貴久美, 赤尾三太郎 : ア フ ラ ト キ シ
ン B.誘発 ラ ッ‾ト肝癌細胞の 肺転移に 及ぼす生殖線
切除の劾A. 第58回日本癌学会記執 p.588, 1999.
2) 今井玉枝, 渡辺佐世, 矢沢勝清, 三上 *, 赤尾三
太郎 , N. Po onw a n, N . M ekha, M ･ Ku sum :
R A P D(Rando m 且m plified pol ymo rphic D N A)
フ ィ ン ガ ー プ 1) ソ ト法 に よる CTy PtOC O C CuS n eOfoTI
Tn a nS お よび Histoplas Tna C aPSulatzLm の適伝子解
帆 第4回千葉真菌症研究会学術帯演会, p･4, 1999･
3) 今井玉枝, 渡辺佳也 矢沢勝鳳 三上 亀 赤尾三
太郎, 安藤昭 一 , 長田嘉穂 : Myc obacte riu Tn お よ
び関連菌の 抗結核剤 Rifa mpicin に 対す る ADP-
ribosylation 活性に関する遺伝子に つ い て ･ 日本微
生物資蘭学金貨6回大会, 講演要旨免 p.21, 1999.
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4) 田村黄泉 今井玉払 渡串佳世, 矢沢勝清, 三上
轟,･赤尾三太駄 西村和子 : 本邦で hi8tOPlasrno 8iB
の患者より分離された薗株の 辻伝子解析. 第43回日
本医莫菌学会棒金, プ ロ グラ ム ･ 抄録集 , p.87,
1999
.
5) 今井玉枝, 渡辺佳世, 田村美見 失沢勝清, 三上
喪, 赤尾三 太 郎 : CIT PtOC OCe uSTle Ofo rm ans の
ser oty pe B株 の R A P Dパ タ ー ン の 地域特異性. 罪
48回 日本医義歯学会総会, プ ロ グ ラ ム ･ 抄録 集,
p .87, 1999.
6) 中井 徹, 宇野 潤, 羽多野和男, 池田文昭, 西村
和子 , 宮治 誠 .･ 新規注射用抗真菌剤 FK463の 黒
色真菌およぴ二 形性真薗 に対するin I)itr o抗菌活
性 策43回日本医真菌学会総会 , プ ロ グ ラ ム ･ 抄録
集, p .77, 1999.
7) 佐野文子, M . Marluc edo畠Sa nto s, 高橋 一 郎,
福島和貴, 滝常春代子, M 且rC O 8T. Nola sco, 宇野
潤, 西村和子, 官給 誠 : ブ ラ ジ ル, カ ン ビ ー ナ ス
の HIV感染症患児 口腔内か らの Candida 血bli_
nien sis の 分離, 同定. 第43回E]本医真歯学全線会,
プ ロ グラ ム ･ 抄録集, p.57, 199.
8) 今井玉枝, 矢滞勝滑, 三 上 菓 : Myc obacte T.iu Tn
s7 n egTn ati8 に よる ri fa m pic.
in の A D P- リ ボ シ ル 化
に よる不宿化機構. 第72回El本細菌学金縁会,■日本
細菌学会雑誌, p.260, 1999.
9) 小牧久義 田中泰至, 根本 呪 矢樺勝鳳 兼備
敬 高木広汎 安藤昭 一 , 長 田嘉穂, 三 上 喪 :
No ca rdia bT.a BilLe n sis 由来 テ ル ペ ン系化合物brasi-
1ic ardin A の 抗腰癌活性に つ い て . 1999年反日本
農芸化学会大会, 講薗要 旨免 p.331, 1999.
10) 田中泰至, 小牧久幸, 根本 明, U do Gra efe, 矢
帝勝清, 東棟 敬 高木広FJL三上 嚢 :No c a T･dia
bT･a Silie n sL8 の生産する 2種額の m a c r olide系化合
物brasilin olid.e A お よぴ e rythr o mycin E につ い
て
. 1999年床日本放線菌学会大会, 講演要 旨集, p.
41, 1999.
ll) 長嶋 一 昭, P. Begui7l, 西村 基, 岩永, 五ノ井 透
稲垣 暢也 清野 進 :藤β細胞EATP チ ャ ネ ル の P K
A に よ る リ ン酸化部位の 同定と機能解析. 第42回
日本糖尿病学会学術集会, 抄録集 s1199, 1999.
12) 長嶋 一 昭, P , Beguizl, 西村 基, 岩永, 五 ノ井 透
清野 進 :P E A1) ン酸化 に よる揮β細胞 K▲T , チ ャ
ネ ル の活性と仲仕の変化: 再構成系における検討.
第72回日本内分泌学会, 抄録集50, 1999.
13) 前田 学, 佐藤美敷 戸崎裕子, 浄悶陽子, 岩田
仁, 笹岡郁呼, 三上 蛮 :幼少時施行の 皮膚植皮郎
に生じた皮膚ノ カ ル ジ ア症の 1例. 第43T垂i]日本医畠
蘭学金紙会, プ ロ グ ラ ム ･ 抄録集. p.54, 1999,
14) 棟村浩 一 . 小乗豊子, 三上 艶 久米 光, 篠田孝
子 :市販抗真薗剤感受性&lJ定用キ ッ ト ｢酵母様舞歯
FP
"栄研 ”+ の多地殻評価 (日本医薬蘭学食感聯化
委員会抗真菌剤感受性試験法W orking gr o up). 節
43回眉 本医其菌学会総会, プ ロ グラ ム ･ 抄録 乱
p.31, 1999.
国防交流活動 ( 出砺)
1) 宇野 潤 :1998年7月1日より ブラジ ル閲カ ン ビ ー
ナ ス 大学騰床研究プ ロ ジ ュ ク ト ｢AID Sに 伴う娩合
感染症対策+ へ の技術協力のため出張し, 1999年6
月30日 に帰国した.
2) 宇野 潤:1999年の12月1 E] - 199年12月15 日 ブ
ラ ジ ル 国 の カ ン ビ ー ナ ス大学帝よぴパ ウ リ ス タ総合
大学に おい て病原真薗 ･ 放線菌の系統保存に関わる
遺伝子 とそ の発熱 こ囲する研究討洗お よび成果発表
の ため出張した .
共同研究 (国障)
1999年11月1 日に , ドイ ツ マ グデ ブ ル グ大学 より D.
Sie me n博士が, C O E客且研究員として 来日し, 五 ノ 井
と ミ ト コ ン ドリ ア に存在するイ オ ン ･ チ ャ ネ ル に つ い て
研究を開始 した . 2000年の 1月兼まで滞在する予定で あ
る
.
1) タイ国保健衛生研究所 N. Poo nw an博士 :病原其菌
および放線菌の分子分類学的研究
2) ドイ ツイ エ ー ナ 大学 U. Gr aefe教授 : 微生物の 二
次代謝産物の構造に 関する研究
3) 南ア フ r) カ ウ イ ･9 ト ウ オ ク ー ス 大学 E. R . Dabbs博
士 :病原性放線菌の薬剤耐性辻伝子に関する研究.
共同研究 (国内)
1) 麻布獣医大学環境保険学部 鰐川正剛助教授 : ラ ッ
ト正常肝細胞及び肝癌細胞に 糾 ､て特異的に発現す
る蛋白質の 遊腰湯能と転移能 へ の効果に関する研究
2) 東京大学分子細胞生物学研究所 森崎尚子博土 橋
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本碍-･一教授 :抗4=1物質の 不倍化に関する研究
3) 束邦大学数学部 深井俊夫助数段. 野村太郎教授:
グア ニ ジ ル 桃を訂する環状抗威繭他抗生物質の 研究
4) 名城入学雅L
､
?:那 ア ム ホ テ リ シ ン B
と ス テ ロ - ル の 椀魚体形成の聯qT･
5) 名城大学赦?jZ:雑 竹内 烈.那h
1
. 淡‖担樹教授 : キ
ノ リ ン系令成抗炎&
L
剤の研先
学金活動 (主催学食. コ ン ビ ー ナ)
1) 赤堀三太郎:Inter n atio n &1 Symposiu m of my･
cot【)jdcology
'99, 平成11年9月9 日, 10Fl, 千頻
(組織委艮).
2) 二1･. 牽 :Internatio n al Symposiqrn of mycoto･
xic olog y
'
99, 平成11年9月9 乱 10臥 千衆 (組
織香魚).
普及 活動 (鮮浪) .
1) 五ノ 井 遜 :A TP感受惟K＋ チ ャ ネ ル の 槻鵬修飾
生理学研究所研究会 イ オ ン チ ャ ネ ル の 分子機構と
生理機能 1999年6月24 日 - 25 日: 岡崎国立共同研
究機横 網崎 コ ン フ ァ レ ン ス セ ン タ ー
2) 矢沢勝滑:平成11年度第a回微生物検査研究班研修
会 ( 千頚県臨床衛生検査技師会): 特別鱒涜 ｢/ め
ル ジ 7 の同定+1999年10月知 日
3) 鎗Ii-1幣T･ : 干盛大学奥歯医学研究セ ン タ ー の紹介,
1999JfT･
=
･3J11[1, 笥10回!-:Ii物技術研究会, 岡崎コ ン
フ ァ レ ン ス セ ン タ ー
科学研究#, 研究助成金
1) ∴.il
l
. 盤
財相法人軌l/Lti化学板碑財LiJl助成金 (1999il三度)
｢抗観潮による抗結線剤リ フ ァ ン ピ シ ン の不倍化機
構の解明ふ 100万円
2) その他 : 平成11咋魔の 科学研究健として. 以‾Fの 研
究兜の配付が経められ た.
1
. 研究代表者 (五ノ 非 運) 基娘研究C (ミト コ
ン ド リ ア の A T P感受性K† チ ャ ネ ル の棉遜と
機能;30万円)
2
. 研究代表者(三上 弟) 基盤研究C (海外で感
熟する兵衛症の原因薗のi迅速同定故に 関する研
究;150万円)
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